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SAHENVATTING 
In dit rapport wordt de optimalisering beschreven van de analysemetho -
de van carbadox en een drietal gereduceerde metabolieten in biologi-
sche materialen afkomstig van varkens. 
Zowel de kolomchromatografische voorzuivering als de HPLC-analyse zijn 
geoptimaliseerd. Omdat desoxycarbadox de vanuit toxicologisch oogpunt 
meest relevante metaboliet is en omdat van deze component de hoogste 
concentraties in lever en nier voorkomen is vooral aandacht besteed 
aan de reproduceerbaarheid, de betrom·1baarheid en de storingsgevoelig-
heid van de bepaling van desoxycarbadox in lever en nier. Van de geop-
timaliseerde methode is een RIKILT standaard analysevoorschrift opge-
steld (bijlage 1). 
Uit dit onderzoek is vast komen te staan dat de bepaalbaarheidsgrens 
voor desoxycarbadox 2 ng/g is, de gemiddelde recovery 95% bedraagt en 
de variatiecoefficient 11% is (n=20). Het aantal monsters dat per dag 
per persoon geanalyseerd kan worden ligt tussen de 15 en 20 monsters 
per persoon per dag . 
Ten behoeve van een onderzoek, waarbij het metabolisme en de uitschei-
ding van carbadox bij 75 varkens is bestudeerd, zijn met de geoptima-
liseerde methode circa 200 monsters probleemloos geanalyseerd. 
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1 INLEIDING 
Momenteel is er binnen het RIKILT een bepalingsmethode operationeel 
voor de bepaling van residuen van carbadox (methyl-3-(2-quinoxalinyl-
1 4 
methylene)carbazate-N ,N -oxide, CBX) en drie metabolieten in diverse 
matrixes (1, 2 en 3) . De doelstelling bij het opzetten van deze metho-
de was te komen tot een zo laag mogelijke bepaalbaarheidsgrens (1 ng/g 
als richtniveau) voor met name carbadox, maar ook voor de metabolieten 
methyl-3-(-2 quinoxalinylmethylene)carbazate (desoxycarbadox, D-CBX), 
methyl-3-(-2 quinoxalinylmethylene)carbazate-Nl-oxide (N1-metaboliet) 
en methyl-3-(-2 quinoxalinylmethylene)carbazate-N4 -oxide (N4 -metabo-
liet) . 
Uit in vitra-experimenten met carbadox in lever en nier (4) en uit een 
oriênterend onderzoek naar het voorkomen van residuen carbadox en de 
drie metabolieten in nieren en levers, afkomstig van noodslachtingen 
van varkens (4), blijkt dat het in de praktijk zeer om~aarschijnlijk 
is dat residuen van carbadox, de N1-metaboliet of de N4 -metaboliet in 
lever of nier aangetroffen zullen worden . Wel kunnen residuen van des-
oxycarbadox aanwezig zijn. 
Verder is gebleken dat de bepalingsmethode bij routinematige toepas-
sing niet solide genoeg was en op een aantal punten geoptimaliseerd 
diende te worden. De methode moest ingezet kunnen worden bij het dier-
experimenteel onderzoek (opgezet in samemoJerking metRIVHen CDI), 
waarbij het metabolisme en de uitscheiding van carbadox bij 75 varkens 
onderzocht is (CBX-proef). 
Bovenstaande is de aanleiding geweest om de methode aan te passen. 
Doelstelling hierbij is geweest te komen tot een betrouwbare methode 
met een zo laag mogelijke bepaalbaarheidsgrens voor desoxycarbadox in 
lever en nier. 
2 HETHODE EN MATERIALEN 
Zie analyse voorschrift RSV nr A0531, bijlage 1. 
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3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 
3.1 Voorzuivering 
3.1.1 Aluminiumoxide 
Om voor de CBX-proef een alternatief achter de hand te hebben, is 
'~oelm Al 2o3 neutraal Akt. l (art. 02090), w·elke moeilijk verkrijgbaar 
is, vergeleken met het eventuele alternatief van Merck (art. 1077). 
Daartoe zijn blanco's van lever en spier waaraan de te bepalen compo-
nenten in bekende concentraties zijn toegevoegd (spikes) m.b.v. de 
t\.,ee merken aluminiumoxide opge\.,erkt. (condities: zie bij lage 1) 
Tabel l: vergelijking, aan de hand van de recovery, van twee merken 
aluminiumoxide (D-CBX op basis van piekoppervlakte, andere componenten 
op piekhoogte) 
CBX 
'~oelm-Al2o3 
spier + 5 ng/g 70 
spier + 10 ng/g 63 
lever + 5 ng/g n.a. 
lever + 10 ng/g n . a. 
Merck-Al2o3 
spier + 5 ng/g 50 
spier + 10 ng/g 74 
lever + 5 ng/g n . a. 
lever + 10 ng/g n.a. 
n.a . = niet geanalyseerd 
recovery 
N4 
80 
71 
n.a. 
n .a. 
67 
85 
n.a. 
n . a . 
80 
78 
n.a . 
n.a. 
7l 
88 
n.a. 
n.a. 
D-CBX 
88 
81 
86 
86 
x: 85,2 C.V: 3,5% 
83 
82 
87 
78 
x: 82 , 5 e.v.: 4 , 5% 
Uit tabel 1 blijkt dat er, met name voor D-CBX, geen noemens\.,aardige 
verschillen in r e covery optreden. Ook bij de blanco's zijn geen ver-
schillen gevonden. De Al2o3 afkomstig van Merck blijkt ook gebruikt t e 
kunnen worden bij de bepa ling . 
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3 .1. 2 Florisil 
In het intern analysevoorschrift (2) is beschreven dat Florisil van 
Merck (art. 12999) bij de kolomchromatografische zuivering wordt 
toegepast . Toen dit materiaal tijdelijk niet meer leverbaar was, i s 
nagegaan of andere Florisil van Merck (art . 12518) eveneens toepasbaar 
is. Beide typen Florisil verschillen in deeltjesgrootte, respectieve-
lijk 0,075-0,150 mm en 0,150-0,250 mm. 
Voor dit vergelijk z ijn duplo ' s geanalyseerd van : 
-blanco's van lever, nier en spier 
-spike D-CBX van lever en nier, niveau 10 ng/g 
- spike CBX en drie metabolieten van spier, niveau 12,5 ng/g 
(condities: zie bijlage 1) 
Tabel 2: vergelijking, op basis van de recovery van D-CBX, van twee 
typen Florisil (op basis van piekoppervlakte). 
recovery D-CBX (%) 
nier lever spier 
Florisil 12518 108 106 101 
107 107 89 
Florisil 12999 106 100 92 
107 103 87 
Tabel 3: vergelijking, op basis van de recovery van carbadox en drie 
metabolieten in spier, van twee typen Florisil (op basis van 
piekhoogte). 
recovery (%) 
CBX N4 Nl D-CBX 
Fl orisil 12518 70 76 82 92 
53 58 63 73 
Florisil 12999 72 76 82 85 
64 69 73 79 
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Uit bovenstaande tabellen blijkt dat er, zeker voor de bepaling van 
D-CBX, geen noemens,qaardige verschillen in recovery zijn tussen de 
twee typen Florisil. 
Opmerkelijk is dat bij spier de recovery toeneemt met afnemende pola-
riteit van de component (tabellen 1 en 3). Dit kan op doorbraak van de 
concentreringskolom bij de HPLC-analyse wijzen. 
De recovery van D-CBX op basis van piekoppervlakte ligt gemiddeld 10% 
hoger dan die op basis van piekhoogte. Dit 'qijst op een af,qijkende 
piekbreedte op halve hoogte (\.J 112 ) bij monsters ten op zichte van de 
standaarden. Gehaltebepalingen dienen daarom op basis van piekopper -
vlakte te geschieden. 
3.1.3 Eluaat - fractie verkregen na de Al203/Florisil opzuivering. 
Eerder is beschreven dat, gezien de tijdsduur van de bepaling, het 
beste de eerste 10 ml eluaat, van de totaal circa 20 ml, geanalyseerd 
kan worden (3) . Bij de analyse van eerste en tweede fracties van 10 ml 
van het kolomeluaat van "spikes " is duidelijk geworden dat er ver-
schillen in concentraties van componenten kunnen optreden tussen de 
eerste en tweede fractie van 10 ml . Deze verschillen zijn niet repro-
duceerbaar (zie tabel 4 en 5, condities: zie bijlage 1). 
Uit de tabellen 4 en 5 blijkt dat de recovery van D-CBX van de 
A-fractie circa 10% lager is dan die van de B-fractie. Daarom zou 
overwogen kunnen worden niet de A-fractie maar juist de B-fractie te 
analyseren. Echter de spreiding van de recovery blijkt erg groot . 
Daarom is nagegaan of een reproduceerbare recovery verkregen kan wor-
den door 10 ml van de verzamelde A en B fracties verder op te 'qerken. 
Uit tabel 4 blijkt dat de reeoverles van het 10 ml aliquot goed over-
eenkomen met de gemiddelde recovery van de A- en B-fractie en dat de 
spreiding minder groot is dan bij de afzonderlijke fracties. Verschil-
len in matrixinterferenties, tussen de verschillende fracties, z ijn 
niet waargenomen. Daarom is het totale kolomeluaat opgevangen en hier -
van is, na goed mengen, 10 ml verder opgewerkt. 
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Tabel 4: vergelijking, op basis van de gemiddelde recovery van eBX en 
drie metabolieten van spikes spier (10 ng/g), van eerste en tweede 
eluaat (A en B, 10 ml) enerzijds en een aliquot (10 ml) van het totale 
kolom-eluaat anderzijds (n=4)(concentreringskolom: Sep Pak e18 , 10*2,1 
mm) 
----------------------------------------------------------------------
gemiddelde recovery (%) 
eB X N4 Nl D-eBX 
A-fractie 59 73 81 89 
e.V.(%) 7,9 8,2 6,5 8,9 
B-fractie 86 95 100 100 
C.V.(%) 0,6 3,8 2,5 3,5 
gemiddelde 73 84 90 94 
van A en B 
e.V.(%) 21 15 12 8,4 
aliquot (10 ml) 70 80 86 91 
e .V.(%) 3,2 5,2 6,8 5,6 
Tabel 5 : vergelijking, op basis van de recovery van D-eBX van spikes 
lever en spier (10 ng/g),van eerste en t\>leede eluaat (A en B, 10 ml). 
------------------------------------------------ - - - ---------------
recovery (%) 
fractie \•marneming 
1 2 3 4 5 
Lever A 88 84 95 89 100 x :91% (e.V.: 6,9%) 
B 98 101 117 106 71 x : 99% (e.V .: 17% ) 
gemiddelde 
van A en B 93 93 106 98 86 x:95% (e.V.: 7,8%) 
Nier A 77 80 106 x:BB% (e.V.: 18% ) 
B 89 102 103 x:98% (e.V.: 8,0%) 
gemiddelde 
van A en B 83 91 105 X::93% (e.V.: 12%) 
r 
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3.1.4 Indampen 
Bij de analyse van monsters lever en nier is geconstateerd dat de 
piekbreedte op halve hoogte (w112 ) voor verschillende monsters sterk 
variëert. Een mogelijke oorzaak hiervan is dat het eluaat, na de ko-
lomzuivering (Al203/Florisil), niet ver genoeg is ingedampt. Dit was 
0 
merkbaar doordat sommige monsterextracten niet bevroren bij -18 C. 
Hierdoor is er in de te injecteren oplossing nog te veel methanol 
en/of acetonitril aanwezig waardoor er extra piekverbreding op de con-
centreringskolom optreedt. Om dit verschijnsel te voorkomen is inge-
dampt tot 0,9-1,1 ml i.p.v . 1-l,S ml . Overigens bleek dit niet in alle 
gevallen de oplossing voor de wisselende piekbreedte op halve hoogte. 
3.2 HPLC-analyse 
3 .2.1 HPLC-analysetijd 
De analysetijd, zoals beschreven in intern analysevoorschrift A S31 
(2), bedraagt circa SS minuten. Dit was gezien het aantal monsters dat 
per dag opgewerkt kan worden en gezien het grote aanbod van monsterex-
tracten t.b.v. de CBX-proef , te lang. 
Uit chromatogrammen van blanco monsters blijkt dat geen bijzondere ei-
sen gesteld behoeven te worden aan de scheiding tussen carbadox en me-
tabolieten enerzijds en matrixcomponenten anderzijds (figuur 1) 
~ TT 
Figuur 1: chromatogrammen van blanco monsterextracten van (A)lever, 
(B) spier en (C) nier. (Geanalyseerd volgens AS31 (2)]. 
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Daarom is de kolomlengte teruggebracht van 20 cm naar 10 cm. Om de 
scheiding tussen de N1 en N4 metabolieten te handhaven is het eluens 
als volgt aangepast: 0,01 M natriumacetaat pH 6,0 + acetonitril 
(860+140), de verhouding was (850+150) (figuur 2) 
r 
-1 
0-CDX 
(A) ( B) 
Figuur 2 : chromatogrammen van standaardoplossingen . (A) volgens intern 
analysevoorschrift A 531 (2), standaardconcentratie 10 ng/ml. (B) vol-
gens bijlage 1, standaardconcentratie 6,25 ng/ml . 
De analysetijd, na backflush, is zodoende teruggebracht van 40 minuten 
tot 25 minuten. 
Door volgens onderstaand schema te injecteren bedraagt, m.u.v. het 
eerste monster, de HPLC-analysetijd circa 31 minuten. 
b c d 
b c d 
b c d 
0 30 90 120 
Figuur 3: schematische weergave van de HPLC-analyse. 
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a = monsterinjectie (13 minuten) 
b concentrering op en wassen van de concentreringskolom (20 minuten) 
c = backflush concentreringskolom (5 minuten) 
d analyse 
pijl = begin analysecyclus 
3.2.2 Injectievolume 
Bij de analyse van monsters lever en nier is gebleken dat de piek-
breedte op halve hoogte (w112 ) voor verschillende monsters sterk 
varieert. 
Dit kan, naast eerder genoemde reden in hoofdstuk 3.1.3, een gevolg 
zijn van overbelading bij de injectie. Het injectievolume, op de con-
centreringskolom, bedraagt zoals beschreven in intern analysevoor -
schrift A 531 (2), 2 ml. Dit komt overeen met het extr act van 1,1 gram 
biologisch monster op een concentreringskolom met een inhoud van 0,5 
gram pakkingsmateriaal. Daarom is het injectievolume verkleind naar 1 
ml. Dit resulteerde erin dat de w112 van monsterextracten en 
standaardoplosssingen, voor de te bepalen componenten, nu in bijna al-
le gevallen gelijk zijn. 
Een ander voordeel van het kleinere injectievolume is dat uit een op-
gewerkt monsterextract twee keer, in plaats van een keer, geinjecteerd 
kan worden . Een nadeel is uiteraard dat de detectiegrens een faktor 
twee hoger komt te liggen. 
3 . 2 . 3 Golflengte 
Om de detectiegrens van D-CBX (targetverbinding) weer op het oude ni-
veau terug te brengen is globaal gekeken bij welke golflengte D-CBX, 
na derivatisering, maximaal absorbeert en of bij deze golflengte geen 
matrix-interferenties optreden. 
Daartoe werd bij vier verschillende golflengtes de piekhoogte van 
standaarden (concentratie 6,25 ng/ml) bepaald . (Condit i es zie bijlage 
1). Gezien de concentraties van de beschikbare standaarden zijn geen 
statische UV-Vis spectra opgenomen. 
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Tabel 6: respons van CBX en drie metabolieten als functie van de 
golflengte. 
Piekhoogte (cm) 
golflengte CBX N4 Nl D- CBX 
(nm) 
380 26,0 10,2 12,6 10,5 
390 25,0 11,9 14,1 10,7 
400 23,5 11,8 16,1 8,4 
420 21,5 10,2 17,9 4,2 
Uit bovenstaande tabel blijkt dat voor D-CBX de maximum respons bij 
een golflengte van 390 nm ligt en dat de respons meer dan een faktor 
twee hoger ligt dan bij 420 nm, terwijl de ruis constant is namelijk 
4 0,25 cm. Ook CBX en N blijken bij deze golflengte beter te absorberen 
dan bij 420 nm. Alleen de N1 -metaboliet vertoont bij 390 nm een l agere 
absorptie , maar dit leidt, gezien de te verwachten metabolieten in 
monsters, niet tot problemen. 
Vervolgens is een aantal blanco monsters gemeten bij een golflengte 
van 390 nm om te kijken of er interferenties van matrixcomponenten 
optreden. In geen van de drie onderzochte matrices (lever, nier en 
spier) blijkt het interferentiepatroon bij 390 nm anders dan bij 420 
nm (figuur 4) 
(C) 
Figuur 4: blanco monsters. (A) spier, (B) nier en (C) lever. 
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3.2.4 Concentreringskolom 
Bij de bevestiging m.b.v . de diode array UV-Vis detector van praktijk-
monsters (3) is een kolommetje (10*2 ,1 ID mm) gevuld met Sep Pak c18 
mater i aal in plaats van een Bondapak c18 kolom (60*4,6 mm) als concen-
treringskolom toegepast . Nagegaan is of de Sep Pak c18 concentrerings-
kolom ook bij de routinematige analyse ingezet kan worden zonder dat 
er doorslag of snelle vervuiling optreedt. 
Daartoe zijn 29 lever- en niermonsters zowel met Sep Pak c18 als met 
Bondapak c18 als concentreringsmateriaal geanalyseerd en de resultaten 
zijn met de t-toets verwerkt (zie bijlage 2, condities: zie bijlage 
1). 
De aan de hand van in bijlage 2 ve r melde resultaten berekende t-waarde 
b edraagt 1,68 (n = 29 ) . De kritieke t, bij een betrouwbaarheidsinter-
val van 95%, bedraagt 2,05 (tweezijdig getoetst). Hieruit blijkt dat 
e r geen significante verschillen tussen de resultaten verkregen 1net 
beide concentreringskolommen bestaan . 
Het blijkt dat Sep Pak c18 (10*2, 1 mm) even goed voldoet als concen-
treringskolom ondanks het feit dat de hoeveelheid Sep Pak c18 pak-
kingsmateriaal slechts 3% is van de hoeveelhe id Bondapak c18 materiaal 
in het 60*4,6 mm ID kolommetje. 
Een v an de voordelen van de Sep Pak c18 concentrer ingskolom is dat 
w112 constanter i s dan bij de andere kolom (zie tabel 7). Andere 
voordelen zij n dat veel minder kolomma teriaal nodig i s (faktor 30) en 
dat de kolom gemakkelijker en sneller te vullen i s. Dat maakt het 
mogelijk de concentreringskolom bij routinematige analyse i edere dag 
te vervangen . 
Tabel 7 : vergelijking van de gemiddelde w112 en de spreiding daarin 
voor de twee verschillende concentrer ingskolomme n. 
Sep Pak c18 (10*2, 1 mm) 
Bondapak c18 (60*4,6 mm) 
\.Jl/2 (mm) 
0,236 
0,252 
cv (%) 
9,2 
23,1 
n 
29 
29 
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Eerder is in hoofdstuk 3.1.2 opgemerkt dat bij spier de recovery 
toeneemt bij afnemende polariteit van de componenten. Als mogelijke 
reden is doorslag op de concentreringskolom aangegeven. Om te contro-
leren of werkelijk doorslag optreedt is een aantal dezelfde spierex-
tracten geanalyseerd met twee verschillende kolommen gevuld met Sep 
Pak e1S (dimensies respectievelijk 10*2,1 mm en 60*3 mm) . 
Uit tabel 4 (onder aliquot 10 ml) en onderstaande tabel S blijkt dat 
met beide kolommen overeenkomstige resultaten worden verkregen, ter-
wijl de hoeveelheid kolommateriaal een faktor 12 verschilt . Doorslag 
op de concentreringskolom treedt dus waarschijnlijk niet op. Aangezien 
de recovery van desoxycarbadox >90% is, is verder geen onderzoek uit -
gevoerd om de recovery van met name de polaire componenten te verho-
gen. 
Tabel S: de gemiddelde recovery van eBX en drie metabolieten van 
spikes spier (10 ng/g). Van het totale kolom-eluaat is 10 ml opgewerkt 
(n=4) (concentreringskolom : Sep Pak elS' 60*3 mm, debiet: 0,6 ml/min). 
gemiddelde recovery (%) 
eBX N4 Nl D-eBX 
aliquot (10 ml) 74 Sl S2 90 
e .V. (%) 3,2 5,2 6,8 5,6 
3.3 Monsteranalyse 
3.3.1 Analyse van lever, nier en spier 
In het kader van het carbadox experiment is bij elke serie monsters 
een blanco monster gespiked met D-eBX (10 ng/g) geanalyseerd. De ge-
middelde recovery is 95% en de variatie coëfficiënt is 17% (n=l7) . 
Hierbij moet worden opgemerkt dat de analyse binnen het eDI, wat de 
monsterextracten heeft opgewerkt, nog moest worden opgezet. De voor-
noemde grootheden vallen als gevolg van het opstarten te hoog uit. 
l 
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Binnen het RIKILT, waar de methode operationeel is, zijn de volgende 
waarden vastgesteld: gemiddeld recovery: 95%, variatiecoëfficiënt : 
11% (n = 20). De bepaalbaarheids-grens van D-CBX in voornoemde matri-
ces bedraagt op basis van de blanco monsters 2 ng/g (~1+6 sbl) 
(~1 = 0,30 cm, sbl = 0,062 cm, n=20) . 
Het aantal monsters dat per dag per persoon opgewerkt kan worden ligt 
tussen de 15 en 20 monsters. Voor voorbeelden van positieve monsters 
zie figuur 5 (condities: zie bijlage 1). 
o-<:ax o-ai>C 
o-<:BX 
o-<a< ! l 
r---, 
l 
i 
( D) 
... NI 
<rCBX 
i 
(A) ( B ) ( c ) 
Figuur 5: voorbeelden van positieve monsters voor wat betreft D-CBX, 
(A) s pier (13 ng/g), (B) nie r (69 ng/g), (C) lever (83 ng/g), (D) nier 
(2 ng/g) en (E) leve r (2 ng/g) 
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3.3.2 Analyse van plasma 
Met de beschreven methode waren tot nu toe geen plasmamonsters onder-
zocht . Ten behoeve van het eerder genoemde carbadox-experiment zijn 
ook plasmamonsters genomen en volgens de normale procedure, uitgaande 
van 10 ml plasma, geanalyseerd (zie figuur 6). 
, .. 
Hl .,...._ 
(A) (C) 
Figuur 6: chromatogrammen van plasma-extracten, (A) blanco, (B) wacht-
termijn 0 dagen (gehalte CBX: 23 ng/g, N4 : 4 ng/g) en (C) wachttermijn 
1 dag. 
Er blijkt duidelijk een ander patroon op te treden dan bij de drie 
4 
eerder onderzochte matrices . Alleen CBX en N blijken in plasma's, 
afkomstig van varkens welke gevoederd zijn met carbadox-houdend voer 
(50 ppm), aanwezig. Dit terwijl in eerder onderzochte matrices alleen 
D-CBX werd aangetoond. Opvallend bij het monster met een wachttermijn 
van 0 dagen (figuur 68) is de component welke juist voor carbadox 
elueert. Deze bevindt zich niet in de blanco of in het monster met een 
wachttermijn van 1 dag (figuur 6A en 6C). De component kan dus een po-
laire metaboliet van carbadox zijn, maar is zeker geen quinoxalinezuur 
(QCA), een polaire metaboliet van CBX, omdat QCA niet met het toege-
paste systeem aangetoond kan worden. 
Ook voor wat de recovery betreft is de situatie anders dan bij spier 
(zie tabel 3 en 4). De toename van de recovery met afnemende polari-
teit van de metabolieten blijkt, zoals geconstateerd bij lever, nier 
en spier, bij plasma niet op te treden. Bij plasma blijkt de recovery 
onafhankelijk van de polariteit van de metabolieten. 
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Tabel 9: recovery van CBX en drie metabolieten in plasma, op basis van 
piekhoogte. 
recovery (%) 
CBX N4 Nl D-CBX 
plasma + 5 ng/g 88 83 90 76 
plasma + 5 ng/g 85 94 90 85 
plasma + 5 ng/g 75 95 105 90 
plasma + 10 ng/g 80 89 89 87 
plasma + 10 ng/g _]]_ __22.._ _2L __l_!L 
gemiddelde 81 91 93 83 
e.v. (%) 6,8 5,3 7 ,3 7,1 
4 CONCLUSIE 
Door de eerder beschreven methode (2) te optimaliseren is een methode, 
toegespits op de bepaling van desoxycarbadox (hoofdmetaboliet) in 
lever en nier (organen waarin desoxycarbadox in de hoogste concentra-
tie voorkomt), voorhanden om praktijkmonsters seriematig t e onderzoe -
ken. 
Uit dit onderzoek is vast komen te staan dat de bepaalbaarheidsgrens 
voor desoxycarbadox 2 ng/g is, de gemiddelde recovery 95% bedraagt en 
de variatiecoefficient 11% is (n=20). Het aantal monsters dat per dag 
per persoon geanalyseerd kan worden ligt tussen de 15 monsters en 20 
monsters p .p.p .d. 
Ten behoeve van een onderzoek, \olaarbij het metabolisme en de uitschei-
ding van carbadox bij 75 varkens is bestudeerd, zijn met de geoptima -
liseerde methode circa 200 monste rs geanalyseerd . 
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Akkoord Directie: 
1 DOEL EN TOEPASSINGSGEB1ED 
1.1 Toelichting 
Doel van de methode is de kwantitatieve bepaling van carbadox en de 
hoofdmetaboliet desoxycarbadox op residuniveau. 
Het toepassingsgebied ligt tussen 1 en 1000 ~g/kg voor beide componen-
ten in de drie matrices. 
Het terugvindingapercentage voor carbadox is ) 60% (zie 7.1) en voor 
desoxycarbadox 95% (CV• 10,7%, N• 20) bij additie van 10 ~g/kg. 
1.2 Aantoonbaarheidegrens 
De aantoonbaarheidegrens voor carbadox bedraagt 0,5 ~g/kg en voor deso-
xycarbadox 1,0 ~g/kg in de drie matrices. 
1.3 Bepaalbaarheidegrens 
De bepaalbaarheidegrens voor carbadox bedraagt 1,0 ~g/kg en voor des-
oxycarbadox 2,0 ~g/kg in de drie matrices . 
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2 DEFINITIE 
Het voorschrift beschrijft de methode voor de bepaling van carbadox en 
desoxycarbadox in varkensnier, -lever en -vlees. 
Daarnaast wordt een bevestiging met behulp van Diode Array UV/Vis de-
tectie beschreven. 
3 BEGINSEL 
Carbadox en desoxycarbadox worden uit het monster ge~xtraheerd met een 
mengsel van acetonitril en methanol. Na centrifugeren wordt het extract 
gezuiverd over een aluminiumoxide - florisil kolom. Een deel van het 
eluaat wordt ingedampt tot een waterig restant dat aangevuld wordt tot 
een vast volume met water. Na partitie met iso-octaan wordt een deel 
van de waterfase geinjecteerd in het HPLC-systeem. Bij de analyse wordt 
gebruik gemaakt van kolomschakeling en "reverse phase" scheiding. Na 
post-column derivatisering met natronloog vindt detectie plaats bij 
390 nm. Positieve monsters worden opnieuw opgewerkt en geanalyseerd 
zonder post-column derivatisering maar met meting bij een golflengte 
van 350 nm met behulp van Diode Array-UV/Vis detector. 
4 PRECISIE 
4.1 Herhaalbaarheid 
Het verschil tussen de uitkomsten van twee bepalingen, gelijktijdig of 
kort na elkaar uitgevoerd onder gelijke omstandigheden door dezelfde 
persoon met de beschreven kwantitatieve methode, dient niet groter te 
zijn dan 3,0 ~g/kg bij een gehalte van 10 ~g/kg. 
4.2 Reproduceerbaarheld 
Nog niet bepaald in een vergelijkend onderzoek. 
5 REAGENTIA EN HULPSTOFFEN 
Alle reagentia dienen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een 
hogere kwaliteit indien vermeld. Met water wordt bedoeld water 
gereinigd over een Milli QR installatie of water van gelijkbare 
kwaliteit (minimaal 10 Mohm. cm). 
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5. 1 Chemicalién 
5.1.1 Acetonitril (Merck art. 3) 
5.1.2 Aluminiumoxide neutr. Akt. I (b.v. Woelm 21190) 
5.1.3 Azijnzuur (b.v. Merck art. 63) 
5.1.4 Carbadox standaardstof (Pfizer) 
5.1.5 Desoxycarbadox standaardstof (gift van het Centr. Diergeneeskun-
dig Instituut) 
5.1.6 Florisil 0,150-0,250 mm (b.v Merck art. 12518) 
5.1.7 Iso-octaan (b.v. merck art. 4727) 
5.1.8 Methanol (b.v. Merck art. 6009) 
5.1.9 Natriumacetaat (b.v. Merck art. 6268) 
5.1.10 Natriumhydroxide (b.v. Merck art. 6498) 
5. 2 Reagentia 
5.2.1 Acetonitril-methanol (1:1 v/v) 
Meet in afzonderlijke maatcilinders 500 ml acetonitril (5.1.1) en 500 
ml methanol (5.1.8) af. Voeg deze hoeveelheden samen en meng. 
5. 2.2 Natriumacetaatbuffer 0,01 M; pH•6,0 
Los 0.82 g natriumacetaat (5.1.9) op in circa 700 ml water. Breng de pH 
op 6.0 met azijnzuur (5.1.3), spoel over in een kolf van 1000 ml en vul 
aan met water en meng. 
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5.2.3 HPLC-eluens 
Meng 860 ml bufferoplossing pH 6,0 (5.2.2) met 140 ml acetonitril 
(5.1.1). Deze hoeveelheden worden afzonderlijk afgemeten. Filtreer het 
eluens voor gebruik over een filter van 0,22 ~m (6.10). Het eluens 
wordt voor gebruik ontgast met helium en is, mits afgesloten bewaard, 
maximaal 2 weken houdbaar. 
5.2.4 Natriumhydroxideoplossing 0,5 M 
Los 20 g natriumhydroxide op in 1 liter water. Ontgas de oplossing ge-
durende 15 minuten met helium. 
5.2.5 Standaardoplossingen ca 100 ~g/ml 
Weeg in afzonderlijke bruine maatkolven van 100 ml 10 mg <± 1 mg) 
standaardstof (5.1.4 of 5.1.5) op 0,1 mg nauwkeurig af, los op in 
acetonitril/methanol (5.2.1), vul hiermee aan tot 100 ml en meng. 
Registreer de exacte concentratie (c ). 
0 st Deze oplossingen worden bij 6-8 C in het donker bewaard en zijn bij 
normaal gebruik gedurende zes maanden bruikbaar. 
Bij de bereiding van een nieuwe oplossing wordt deze vergeleken ten op-
zichte van de vorige oplossing. De resultaten van deze controle worden 
vastgelegd op een controlestaat door middel van analyse van de verdunde 
standaardoplossing genoemd onder 5.2.7. 
5.2.6 Verdunde standaardoplossingen (0,1 ~g/ml) 
Pipetteer in aparte bruine maatkolven van 100 ml met behulp van een 
glazen volumepipet 1 ml van de hoofdstandaardoplossingen (5.2.5), vul 
aan met methanol en meng. 
Van de oplossing van desoxycarbadox wordt telkens 1 ml overgebracht in 
afzonderlijke ampullen. Na weging wordt boven de methanol stikstof 
gebracht waarna deze ampul gesloten wordt. Voor gebruik wordt de inhoud 
van de ampul overgespoeld in een maatkolf van 10 ml met water. Vul 
vervolgens aan met water tot volume en meng. Van de standaard carbadox 
wordt 1,0 ml water verdund tot 10 ml. De kontrole op de bruikbaarheid 
van de standaard oplossing vindt plaats door analyse van de verdunde 
standaardoplossingen genoemd onder 5.2.7. 
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KOPIE 
5.2.7 Standaardreeks 
Pipetteer in drie bruine maatkolven van 100 ml resp. 1,0; 2,5 en 5,0 ml 
van de verdunde standaardoplossingen (5.2.6), vul aan met water en 
meng. De oplossingen bevatten resp. 1, 2,5 en 5 ng van carbadox en des-
oxycarbadox per ml. 
De oplossingen genoemd in 5.2.6 en 5.2.7 worden voor elke serie meting-
en vers bereid. De gemeten piekoppervlakten voor de oplossingen genoemd 
bij 5.2.7 worden geregistreerd in de tabel volgens bijlage IV. Het ver-
loop in piekoppervlak wordt weergegeven op een controlestaat. 
6 APPARATUUR EN HULPMIDDELEN 
6.1 Analytische balans geschikt voor gewichten van 0 tot 10 gram met 
een nauwkeurigheid van 5 decimalen achter de komma (b.v. Mettler HL-52) 
6.2 Bovenweger met minimaal een weegbereik van 0 tot 100 gram (b.v. 
Mettler PM 460) 
6.3 Vleesmolen (b.v. Moulinette) 
6.4 Ultrasoonbad 
6.5 Vibro mixer (b.v. IKA Vibrofix VF 1) 
6.6 Stomacher lab blender 400 
6.7 Evaporator (Pierce) 
6.8 Centrifuge (MSB, 2000 g) 
6.9 pH-meter (b.v. Schott CG 820) 
6.10 Eluensfilters 0,22 ~m (Millipore art 83813) 
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6.11 Chromatografie kolom, lengte circa 30 cm, 0 10 mm met aan het uit-
einde een vernauwing 
6.12 Acrodisc filters 0,45 ~m (b.v. Gelman 4184) 
6.13 HPLC-systeem 
2 HPLC-pompen (b.v. Waters M-6000) 
Injectiesysteem geschikt voor volumina 1 ml (b.v. Gilson 231/401) 
Automatische 6-weg kraan (b.v. MUST) 
UV/Vis detector met instelling 0.001 Aufs (b.v. Kratos 783) 
Systeemcontrole eenheid (b.v. Kratos M-450) 
Peristaltische pomp (b.v. Skalar model 2002) 
Recorder (b.v. Kipp BD-41) 
Diode Array detector (b.v. HP-1040 A) 
Teflon reactiespiraal, lengte•2 m. ID-0,5 mm geknoopt, spiraaldiame- · 
ter•1, 5 cm. 
RVS T-stuk l/16 x 0,75 mm (b . v . Valco). 
6.14 HPLC-kolommen 
Analytische kolom: Chromspher C-18 (100 x 3 mm) (Chrompack 028268) 
Voorkolom: Bondapak C-18/Corasil 37- 50 ~m (10 x 2,1 mm) 
Concentreringskolom: Sep.Pak C- 18 (Waters art. 51910) (10 x 2,1 mm) 
sereens 20 ~m (Chrompack art. 28240). 
7 WERKWIJZE 
7.1 Algemeen 
Analyseer alle monsters in tweevoud. 
Neem bij elke serie monsters een blanco monster, een blanco monster met 
toevoeging van carbadox en desoxycarbadox en indien aanwezig een refe-
rentiemonster mee. 
Het blanco monster is een homogenast van een aantal monsters welke bij 
eerdere analyse negatief zijn bevonden. Blanco monster en monster met 
toevoeging komen overeen qua aard en toevoeginga-niveau met de te 
meten monsters. Het toevoeginga-niveau van carbadox en desoxycarbadox 
bedraagt normaliter 10 ~g/kg. 
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Carbadox metaboliseert in vitro in aanwezigheid van nier en lever in 
1 4 
zeer korte tijd tot N -mono-oxy, N -mono- oxy en desoxycarbadox. Een te-
rugvindingspercentage van meer dan 90% wordt dan ook alleen gevonden 
wanneer het extractiemiddel direct na het spiken wordt toegevoegd. 
Weeg in 2 stomacherzakken van 1000 ml afzonderlijk 10 g blanco monster 
af. 
Voeg aan zak A 100 ~1 verdunde standaardoplossing carbadox van 1 ~g/ml 
(5.2.6) en aan zak B 100 ~1 verdunde standaardoplossing desoxycarbadox 
van 1 ~ g/ ml ( 5\ 2 • 6 ) • · 
Voeg aan zak A direkt 40,0 ml extractiemiddel toe (5.2.1) en extraheer 
gedurende 3 minuten in de stomacher. 
Meng de inhoud van de zak B grondig en laat 15 minuten staan. Behandel 
de monsters A en B vervolgens volgens de procedure beschreven bij 7.4 
t/m 7. 6. 
7.2 Voorzorgsmaatregelen 
7.2.1 Veiligheid 
Beide standaardstoffen zijn toxisch c.q. verdacht carcinogeen. Werk 
daarom in een afzuigkast en gebruik handschoenen. Neem voorts voorzor-
gen om inhalatie c.q. huidcontact met toxische oplosmiddelen te 
voorkomen. 
7.2.2 Lichtgevoeligheid 
Vanwege de zeer sterke invloed van daglicht en UV-licht op carbadox 
dienen alle handelingen uitgevoerd te worden onder uitsluiting hiervan. 
7.3 Voorbehandeling van het monster 
Snijdt het hele monster ter bereiding van het laboratoriummonster in 
stukken en maal c.q . homogeniseer het in de vleesmolen (6.3). De 
monsters worden voor en na de bereiding van het laboratoriummonster 
0 bewaard bij - 20 c. De monsters zijn dan tenminste 1 maand houdbaar. 
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7. 4 Extractie 
Weeg in een stomacherextractiezak van 1000 ml 10,0 g laboratoriummon-
ster af. Voeg precies 40,0 ml acetonitril/methanolmengsel (5 . 2.1) toe 
en plaats de stomacherzak in het apparaat. Extraheer in de stomacher 
gedurende 3 min. Schenk het extract over in een 80 ml plastic centrifu-
gebuis en centrifugeer het mengsel hierna 5 min (2000 g). 
7.5 Kolomchromatografische zuivering 
Breng in een 30 cm lange glazen chromatografie-kolom welke voorzien is 
van een wattenprop 8 g aluminiumoxide (5.1.2) en daarop 2 g florisil 
(5.1.6). Breng vervolgens hierop de bovenfase van het gecentrifugeerde 
extract verkregen bij 7.4 en vang. het eluaat op in een erlenmeyer van 
50 ml met stop, meng het eluaat en pipetteer 10,0 ml in een gecali-
breerde puntbuis. Damp de organische fase in met een evaporator onder 
0 0 
een stikstofstroom bij 40 C - 50 C tot een restant tussen 0,9 en 1,1 
ml. Vul aan met water tot 4 ml . Extraheer het extract met 2 ml 
iso-octaan gedurende 30 sec op de Vibro-mixer. Centrifugeer 5 min bij 
2000 g, isoleer de waterige fase en filtreer deze door een Acrodisc 
filter, en injecteer 1,0 ml op het HPLC-systeem. 
7.6 HPLC analyse monsterextracten 
De monsterextracten worden na injectie geconcentreerd en gezuiverd op 
de preconcentreringskolom met water. De loog wordt met de peristalti-
sche pomp na de analytische kolom toegevoegd. Een schema is gegeven in 
bijlage I van dit voorschrift. 
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Parameter 
pompdebiet P-1 (water) 
pompdebiet P-2 (eluens) 
pompdebiet PP (loog) 
injectievolume 
meetgolflengte 
gevoeligheid 
recorder 
papiersnelheid 
Schakelschema 
Tijdstip (min) 
0 
20 
20 
25 
31 
7.6.2 Procedure 
Instelling 
0,3 ml/min 
0,5 ml/min 
0,23 ml/min 
1 ml 
390 run 
0,001 Aufs 
10 mV 
2 mm/min 
Schakeling Actie 
monsterinjectie 
omschakelen zeswegkraan backflush 
auto zero detector backflush 
zeswegkraan terug backflush 
volgende injectie 
Injecteer eerst een aantal malen de standaardoplossing welke 5 ng/ml 
van beide componenten bevat totdat reproduceerbare piekoppervlakten en 
een stabiele basislijn verkregen zijn. 
De pieken moeten redelijk symmetrisch zijn (As <2). Injecteer vervol-
gens het extract van het blanco monster en van het monster met toevoe-
ging. Indien de piek van carbadox of desoxycarbadox niet symmetrisch is 
of niet van de matrix c.q. storende componenten gescheiden is, dan is 
het gebruik van een andere HPLC kolom of aanpassing van het eluens 
noodzakelijk. Injecteer daarna achtereenvolgens de standaardreeks, ma-
ximaal 10 monsterextracten en vervolgens weer de standaardreeka. 
Herhaal deze procedure voor de overige monsters van de serie. 
Bereken het gehalte van het monster door vergelijking van de piekop-
pervlakten van de standaardreeks die voor en na het betreffende monster 
is geinjecteerd (8.1). 
Bij een positief resultaat, gehalte groter dan 5 ~g/kg, vindt bevesti-
ging plaats met de Oiode-Array volgens 7.7. Enkele karakteristieke 
chromatagrammen zijn gegeven in bijlage II van dit voorschrift. 
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7. 7 Bevestiging 
Gehalten aan carbadox en desoxycarbadox groter dan 5 ~g/kg worden be-
vestigd met behulp van de Diode Array UV/Vis detectie. 
De meetopstelling is dezelfde zoals die gegeven is in bijlage r. 
Detector is in dat geval de Diode Array detector. De derivatisering 
wordt nu achterwege gelaten. 
De injectieautomaat wordt vervangen door een handgeschakelde kraan. Van 
de positieve mo~sters wordt van het kolomeluaat (7.5) opnieuw 10 ml be-
handeld zoals beschreven bij 7.5. De verkregen oplossing wordt in zijn 
geheel (circa 3,5 ml) in het HPLC systeem geinjecteerd. 
De meetcondities zijn als volgt: 
Eluens buffer pH• 6 (5.2.2)-acetonitril (5.1.1) 825:175 
v/v 
El uensdebiet 
Meetgolflengte 
0,6 ml/min 
350 run 
Bandbreedte 4 run 
Referentiegolflengte: 450 nm (bandbreedte 100 run) 
Stoptijd 15 min 
Threshold 
Spectrum 
Spectrumbereik 
0,5 mAu 
top, buigpunt, basis 
225- 400 nm, step 2 run 
In één figuur wordt na de analyse het spectrum van de top van de mon-
sterpiek en van de standaardpiek geplot versus de dichtebijzijnde basis 
in het chromatagram of ten opzichte van het spectrum op tijdstip 0. 
Het spectrum wordt weergeven van 260 tot 400 nm . Voor een positieve 
confirmatie moet er geen visueel verschil zijn tussen monster en stan-
daard groter dan 10% van de absorbtie waarde over het geplotte golf-
lengtebereik en de retentietijden moeten identiek zijn (maximale afwij-
king 0,2 minuut). 
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8 WEERGAVE VAN DE RESULTATEN 
8.1 Berekening 
Het carbadox- of desoxycarbadox gehalte in het monster uitgedrukt in 
mg/kg wordt met de volgende formule berekend: 
g ,. Om x c x Ve x Va x 100 
st Ost a Vk R 
waarin: 
g ~ gehalte in mg per kg vlees 
Om ~ piekoppervlakte monster 
Ost ~ piekoppervlakte standaard 
Cst ,. concentratie standaardoplossing in ~g/ml 
a • inweeg in grammen · 
Ve ~ volume extractiemiddel + benaderd watergehalte monster in ml 
(normaal 47 ml). Het watergehalte in vlees, lever en nier ligt 
normaal tussen 70 en 75%. 
Va ~ volume analyseoplossing (normaal 4 ml) 
Vk ~ opgewerkte fractie Al 2o3 kolom (normaal 10 ml) 
R • recovery in % 
Het uiteindelijke resultaat is het gemiddelde van de twee duplo 
bepalingen. 
8.2 Registratie 
Alle gegevens met betrekking tot de geanalyseerde monsters en de gevon-
den gehalten worden weergeven op het waarnemingsformulier overeenkom-
stig bijlage III. In bijlage IV worden de resultaten van de standaard-
reeks, het blanco monster, het recoveryexperiment en het referentiemon-
ster (indien aanwezig) weergegeven. Het terugvindingapercentage en het 
gevonden gehalte voor het eventuele referentiemonster mogen niet meer 
afwijken dan 30% (2,83 x CV ) van de gemiddeld gevonden waarden, zoals 
r 
deze vermeld zijn in dit voorschrift. 
Bij een afwijking tussen twee duploresultaten groter dan 30% of bij een 
terugvindingapercentage voor desoxycarbadox buiten de toegestane sprei-
ding, 95 + 30% worden de analyses herhaald. 
RSV nr. A0531 
Datum: 1989-09- 29 
89 50 041 
LITERATUUR 
Beek, W.M.J. en Keukens H.J. 
Ontwikkeling van een bepalingsmethode van residuen van carbadox en een 
aantal metabolieten in varkensvlees, lever en nier 
RIKILT Rapport 88.14, februari 1988 
Aerts M.M.L., Beek W.M.J., Keukens H.J., Brinkman U.A.Th. 
Determination of residues of carbadox and some of its metabolites in 
swine tissues by high performance liquid chromatography using on- line 
pre-column enrichment and post-column derivatization with UV- Vis 
detection 
J. Chromatogr. 456 (1988) 105 
Lowie jr. o.M. et al 
High pressure liquid chromatographic determination of carbadox and 
pyrantel tartrate in swine feed and supplements 
J. Assoc. Off. Anal. Chem. 66 (1983), 602 
Binnendijk, G.M. 
Optimalisering van de bepalingsmethode voor residuen van carbadox en 
gereduceerde metabolieten in varkensvlees, -lever, -nier en -plasma 
RIKILT Rapport 89.45, september 1989 
RSV nr. A0531 
Datum: 1989-09-29 
CX> 
"' g; 
~ 
Bijlage I bij RSV nr. A0531 
Schematische weergave van het H=>LC systeem 
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Bijlage II bij RSV A0531 
0 - CBX 0- CBX 
D-CBX 1 1 0-CBX 
. 1 i l ,_ ~)v 
(0) 
0-CBX 
CBX I I i 
CBX 
I 
~ 
(A) ( B) (C) en• 
-1 
11\ o.cB.l 
CBX 0-CBX o-csx 0-CBX 
( F) ( H) 
Chromatogrammen van positieve monsters op desoxycarbadox ( A t / m E ) , 
blanco's ( F t/m H ) en een standaardoplossing ( I ) • 
(A) spier (13 ng/g), (B) nier (69 ng/g), (C) lever (83 ng /g ) 
(0) nier (2 ng/g), (E) lever (2 ng/g) 
(F) spier, (G) nier, (H) lever 
(I) stanÏaardmengsel (6,25 ng/ml) van carbadox, de N4-metaboliet, 
de N -metaboliet en desoxycarbadox (0- CBX) 
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Waarnemingsformulier 
Afdel~ [)Gt"1 
Bepalir"G deaoxycarbadox 
Methodc A0531 
catun mcrwt. IT. .aart mcrwt.r ~·(g} Va~ Va (m) 
Bijlage 111 bij ASV IT. A0531 lijstA053 1/3 
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Resultatenformulier controles 
Afdeling: OGM 
Bepaling: Oesoxycarbadox 
Methode : A0531 
~atum standaard 
conc inj rangE piek symm 
blanco 
gehalte 
1ng/m CJ&l> irAufs) opp~ (ng/g) 
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Bijlage IV bij RSV nr. A0531 
recovery referentie 
toegev. gevond. veniach gevond 
(ng/g) (\) (ng/g) (ng/g) 
lijst: A0531/4 
Datum: 
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Bij lage 2: vergelijking van twee concentreringskolommen d.m.v. 
vergelijking van gehalten van monsters (op basis van piekoppervlakte) 
------- ------------ -- ----------------------------------------------
D-CBX gehalte D-CBX gehalte 
monster met Sep pak ~Juhy met Bondapak ~~fuJ d (ng/g) (ng/g) 
1 43,7 0,260 29,0 0,230 14 ,7 
2 28,2 0,245 22,2 0,260 6,0 
3 24,2 0,250 26,0 0,310 -1,8 
4 29,6 0,225 32,9 0,300 -3,3 
5 44,5 0,240 47,0 0,270 -2 ,5 
6 20,8 0,270 21,7 0,290 -0,9 
7 19 , 7 0,245 24,4 0,270 -4,7 
8 19,4 0,210 18,9 0,200 0,5 
9 10,1 0,260 12,3 0,470 -2,2 
10 18,2 0,300 17,7 0,400 0,5 
11 25,5 0,210 20,6 0,220 4,9 
12 16,9 0,210 18,3 0,220 -1,4 
13 8,7 0,220 9,0 0,230 -0,3 
14 15 ,2 0,200 15,5 0,220 -0,3 
15 17,5 0,220 16,9 0,220 0,6 
16 12,9 0,215 13,3 0,230 -0,4 
17 13 ,6 0,250 13,1 0,270 0,5 
18 39,1 0,220 37,6 0,250 1,5 
19 39,3 0,210 41,0 0,220 -1,7 
20 102,7 0 , 230 91,3 0,230 11,4 
21 82,1 0,220 94,3 0,220 -12,2 
22 44,7 0,230 40,0 0,230 4,7 
23 43,2 0 ,2 30 42,6 0 ,230 0,6 
24 66,7 0,250 50,8 0,210 15,9 
25 67,4 0,235 63,8 0,220 4,4 
26 72,4 0,240 63,8 0 , 230 8,6 
27 78,2 0,240 79,4 0,230 -1,2 
28 164,9 0,240 161,7 0,220 3,2 
29 192,2 0,250 184,4 0,220 7,8 
--- --------- -- --------- --------------- -- ----- --------------- ------
(Condities zie bijlage 1 0) 
Opconcentreringsdebiet 
-Sep Pak cè8 : 0,3 m1/min 
-Bondapak 18 : 0,5 m1/min 
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